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ABSTRAKT

Bakalarska prace se zabyva stanovenim biologické rozlozitelnosti organickych latek ve vodnim
prostiedi dle Ceské statni normy ISO 10707. V teoretické &asti této prace je shrnuta problematika
organickych latek ve vodach, uvedena metoda stanoveni biologické spotieby kysliku a zminény
dalsi existujici metody tohoto stanoveni. V experimentalni ¢asti prace byla provedena volba
vhodného inokula pro zaocCkovani tzv. fedici vody a optimalizace davkovani testované latky.
Jako zdroj mikroorganismii byly dle normy navrzeny inokula povrchové vody, odtokové
a méstské splaskové vody. Testovana koncentrace studované latky byla v rozsahu od 2 mg/l
do 10 mg/l. Zavedené testy s touto koncentraci latky se neosvédcily, protoZze byl zaznamenan
nizky a proménlivy biologicky rozklad u redlného vzorku. Jako nejvhodnéj§i inokulum
se ukazalo inokulum odpadni vody s testovanou koncentraci 5 ml/l. Ze ziskanych vysledki vy-
plynulo, ze normou doporucené davkovani testované latky je nevyhovujici a je nutno pfistoupit
k davkovani testované latky dle jeji hodnoty chemické spotteby kysliku, které bylo zvoleno

na 5 mg/l.

Klicova slova: biodegradace, vodné aerobni prostfedi, biologicka spotfeba kysliku, organické

latky, CSN ISO 10707, chemicka spotieba kysliku

ABSTRACT

The bachelor thesis pursue with the determination of biodegradability of organic substance
in water environment according to the Czech state standard ISO 10707. In the theoretical part of
this thesis is summarized the issue of organic substances in water, mentioned method of determi-
nation of biological oxygen demand and mentioned other existing methods of this determination.
In the experimental part of this thesis, a choice of suitable inoculum for so-called dilution water
inoculation and optimization of the test substance dosing was performed. According to the stan-
dard, inoculum of outflow water, surface water and urban sewage water have been proposed as
a source of microorganisms. Range of test substance concentrations was from 2 mg/l to 10 mg/I.
Performed tests with this substance concentration didn’t suit of this range because of the low and
variable biodegradation of the real sample. As the most suitable inoculum has been proved waste
water inoculum with the tested concentration of 5 ml/l. The obtained results showed that the rec-

ommended dosage of the tested substance according to the standard is inadequate and it is neces-



sary to proceed dosage this substance according to its value of chemical oxygen demand, which

has been chosen to 5 mg/l.

Keywords: biodegradation, water aerobic environment, biological oxygen demand, organic sub-

stances, Czech state standard ISO 10707, chemical oxygen demand
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UVOD

V ptirod¢ je nastavena urcitd biologickd rovnovaha, kterd je udrzovana souborem rozkladnych
a syntetickych pochodi, také pomoci kolobéhu biogennich prvkli mezi anorganickou ptirodou,
rostlinstvem a zivocCichy. Velké vétSina ptirozenych organickych latek je biologicky neskodna
a snadno rozlozitelnd, pomoci mikroorganismiti, které se vyskytuji ve vodé¢ ¢i pude. Ale
do ptirody se dostavaji v Sirokych koncentracich i nejriznéjsi syntetické organické latky

z pramyslu, chemickych vyrob aj.’

Obecné organické latky vyznaéné ovliviiuji biologické i chemické vlastnosti vod. Mohou mit
vliv naptiklad na barvu, pach, chut’ a pénivost vody. Nékteré organické latky zptisobuji karcino-
genni, mutagenni, teratogenni nebo alergenni uc¢inky. Také mohou zhorSovat piestup kysliku do
vody tim, Ze tvofi povrchovy film na hladin€. Nékteré latky desorbuji toxické kovy ze sedimentli

a ovliviiuji tak komplexa&ni kapacitu vody.”

RozliSujeme latky, které podléhaji biologickému rozkladu ve vodach a pfi ¢iSténi odpadnich vod
a také latky, které jsou biologicky tézko rozlozitelné, tzv. rezistentni latky. Mezi rezistentni latky
fadime naptiklad polyaromatické uhlovodiky, ligninsulfonany, komplexotvorné latky, nckteré

pesticidy a tenzidy, polyhalogenované organické latky a dal3i.

K posouzeni ucinkii syntetickych organickych latek na Zivotni prostfedi a k odhadu jejich doby
setrvani v jednotlivych slozkach ekosystémi, mizeme vyuzit stanoveni jejich biologické rozlozi-

telnosti."

Nejb&Znéji pouzivany postup, ktery je v Ceské republice normovan pro stanoveni biologické
rozlozitelnosti organickych latek ve vodnim prostfedi, je metoda stanoveni biologické spotieby

kysliku (BSK) v uzavienych lahvi¢kach - CSN ISO 10707.'

Cilem této bakalatské prace bylo optimalizovat tuto metodu pro stanoveni biologické rozlozitel-
nosti detergentdl s nizkym obsahem organickych dusikatych povrchové aktivnich latek polymer-

niho charakteru.
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I. TEORETICKA CAST
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1 BIOLOGICKA DEGRADACE

Biologicka degradace neboli biodegradace, charakterizuje biologické odbouravani organickych
latek pomoci mikroorganismil. Probihd jak pro pfirodni latky, tak i pro latky, které se

do zivotniho prostfedi dostaly lidskou ¢innosti (antropogenni pavod).’

Proces biodegradace vyuziva ptirodni bakterialni kmeny, které umoziuji ptirozeny rozklad or-
ganickych latek. Bakterie jsou schopné zpracovat nezadouci organické slou€eniny a vyuzit

je jako zdroj uhliku a energie pro svij rist.*

Cinnost organismil je ovlivnéna fyzikalng-chemickymi a biologickymi faktory. Mezi hlavni bio-
logick¢ faktory fadime mnoZstvi pfitomnych organismd, schopnost jejich adaptace
a aklimatizace. Do fyzikalné-chemickych faktori patii parametry okolniho prostfedi jako
je koncentrace kysliku, koncentrace dusiku a fosforu, dostupnost zivin, teplota, pH, vlhkost pro-
sttedi a salinita. Dale vlastnosti organické latky, jako je jeji struktura, toxicita, biodostupnost
a biodegradabilita. Také pak pifitomnost dalSich chemickych latek, které by v prosttedi mohly

potlacovat az zcela ovlivnit reprodukéni a biodegrada&ni aktivitu organismd.*

U konec¢ného procesu biodegradace muize nastat az uplny rozklad organické latky na oxid uhlic¢i-
ty, vodu a anorganické soli (tzv. mineralizace). Dalsimi moznymi vysledky biologickych procest
je transformace latky na jinou latku, akumulace v degradujicim organismu, polymerace a nebo
jind vazba na piirodni material v ptd¢€, vod¢ ¢i sedimentech. Latky, které jsou obtizné€ rozlozitel-
né, mohou byt degradovany kometabolicky, kde dochazi pouze k ¢astecné oxidaci. Pfi tomto
procesu se buiice nedostdva zadnd energie vyuzitelna pro riist, a proto je zapotirebi pritomnost

jinych organickych sloudenin.’

Odstranéni organickych latek z vodniho prostfedi pomoci mikroorganismt je rozdéleno do dvou
nasledujicich procest. Katabolickymi procesy je ¢ast organickych sloucenin pfeménovana oxi-
daci na CO; a H,O. Anabolickymi procesy je ¢ast organickych latek vyuZivana pro syntézu re-
zervniho materidlu a novych bun€k. NejcastéjSimi rezervnimi latkami jsou polysacharidy

a lipidy. Pomoci nich dochézi ke zvy$eni hmotnosti biomasy a po&tu mikroorganismii.’®

RozliSujeme pojmy rist mikroorganismli a ndsobeni mikroorganismi. Rist je obecné definovan
jako nartst koncentrace biomasy, kterd ale nemusi byt spojena s moznym mnozenim bunck (dé-
lenim). Dochézi k vyraznému zvétSeni velikosti matefské buiiky a zvySeni hmotnosti nez k jejich

déleni do dvou dcefinych butiek.
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1.1 Klasifikace latek podle biologické rozlozitelnosti

V praci Hoffmana a kol." jsou snadno biologicky rozlozitelné latky definovany nasledovng: "Za
biologicky snadno rozlozitelné latky lze oznacit takové latky, které mohou byt samostatnym
zdrojem organického uhliku a energie pro mikroorganismy smésné kultury, nevyzaduji kometa-
bolismus a které mohou byt zcela mineralizovany bez naro¢néjsi adaptace a selekce mikroorga-
nismi v klasickych biologickych ¢istirndch odpadnich vod s U€innosti a rychlosti jako vétSina
organickych latek obsazenych ve splaskovych vodach. Rozklad musi probihat tak rychle a do
takové miry, aby se v prostfedi neprojevily nezadouci ekologické vlivy. Opakem jsou latky bio-

logicky t&zko rozlozitelné."!

Pro klasifikaci organickych latek dle biologické rozloZitelnosti ndm slouzi metody, které nam
umoziuji stanovit celkovou koncentraci organickych latek ve vodg.” Pro stanoveni celkovy or-
ganickych latek ve vodach se pouziva stanoveni biologické spotieby kysliku (BSK), stanoveni
chemické spotieby kysliku (CHSK) nebo stanoveni celkového organicky vadzaného uhliku
(TOC). Mezi dalsi moznosti patii vypocet teoretické spotieby kysliku (TSK), nicméné pro tento

vypodet je nutné znat piesné slozeni organickych latek piitomnych ve vodach.’

Biologicky snadno rozloZitelné latky musi splilovat alespoii 90 % odstranéni CHSK pfi rychlosti
rozkladu vysSim jak 11 mg/(g.h), nebo kdyz dochézi k odstranéni organického uhliku v rozmezi
80 — 90 % plvodniho znecisténi. Jestli-ze dosdhneme méné nez 50 % pocate¢ni hodnoty CHSK,

fadime takové latky mezi biologicky t&Zko rozlozitelné."

Pokud béhem testu nedojde ke snizeni hodnoty CHSK, resp. koncentrace TOC, latky jesté nepo-
vazujeme za biologicky nerozlozitelné, protoze biologické degradace, i kdyZ velice pomalé, mi-

v , - , . . . o 1
zeme dosahnout pfi vhodné selekci mikroorganismd.

Do Kklasifikace latek podle biologické rozlozitelnosti lze teoreticky zatadit jesté tteti skupinu
tzv. latek biologicky stfedné rozloZitelnych. Jedna se o latky, které podl¢haji ipInému biologic-
kému rozkladu, ale jen velmi pomalu probihajicimu, nebo jsou to latky s odstranitelnou CHSK

v rozmezi 50 — 80 % piivodni hodnoty.'

Dalsi moznosti pro hodnoceni biologické rozlozitelnosti organickych latek je pomér biologické
spotteby kysliku a chemické spotieby kysliku dichromanovou metodou (BSK / CHSK;). Jestli-
ze lze vypocitat u zkouSené organické latky hodnotu TSK, poté miZeme jednoduseji zvolit po-

mér BSK / TSK.!
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Hodnota pro pomér BSK / CHSK ¢, resp. BSK / TSK vétsi nebo rovna 0,5 poukazuje na latku
velmi dobfe rozlozitelnou, pii BSK / CHSK mensi nez 0,2 se jedna o latky biologicky tézko roz-
lozitelné a mezi témito krajnimi hodnotami, mluvime o intervalu, do kterého mizeme zaradit

latky biologicky stiedné rozlozitelné.'



UTB ve Zliné, Fakulta technologicka 17

2 POSOUZENI BIOLOGICKEHO ROZKLADU DLE
STANDARDIZOVANYCH METOD

V nasledujicich podkapitolach je uveden piehled norem, které jsou vyuzivany pro testovani bio-

logické rozlozitelnosti.

Jednotlivé normované metody jsou definované pro ur¢ité kmeny zavedenych smésnych kultur

mikroorganismi a pro specificky navrzené podminky prostiedi.’

2.1 Zkousky biologické rozlozitelnosti

Mimo metody stanoveni biologické spotieby kysliku v wuzavienych lahvickach, kterd
je normovana ¢eskou statni normou ISO 10707, Ize sledovat proces biologického rozkladu riz-

nymi typy testovacich metod, které jsou nize zminény.

CSN EN ISO 7827 - Jakost vod — Hodnoceni uplné aerobni biologické rozlozitelnosti organic-

kych latek ve vodnim prostiedi — Metoda stanoveni rozpusténého organického uhliku (DOC).®

Metoda je pouzitelna pro rozpustné organické latky, které¢ odpovidaji koncentratnim podminkam
zkousky, kde DOC je stanoveno v rozmezi od 10 mg/l az do 40 mg/l. Organické latky nesméji
byt tékavé, nebo mizou mit pouze zanedbatelnou tenzi par v souladu s podminkami zkousky.
Jejich adsorpce na sklo nebo na aktivovany kal musi byt nevyznamna. Metoda je aplikovatelna,
pokud organické latky nepiisobi inhibi¢né na mikroorganismy ve zvolenych koncentracich pro

zkousku.®
Podminky, které jsou popsany v norm¢, neodpovidaji vzdy optimalnim podminkdm, aby bylo
dosazeno maximalniho stupn& biologického rozkladu.®

CSN EN ISO 9408 - Jakost vod — Hodnoceni tipIné aerobni biologické rozloZitelnosti organic-

kych latek ve vodnim prostiedi stanovenim spotieby kysliku v uzavieném respirometru.’
Respirometricky test porovnava stanoveni BSK s TSK nebo CHSK.’

Metodu lze vyuzit pro organické latky, které jsou snadno 1 tézko rozpustné ve vode. Zkouska
je aplikovatelnd na tékavé organické latky, za pouZiti vhodného respirometru. Latky nesmi plso-
bit inhibi¢né na mikroorganismy, nesméji kontaminovat absorbér a musi byt nereagujici s latkou
obsahujici oxid uhligity.’

CSN EN ISO 9439 - Jakost vod — Hodnoceni tipIné aerobni biologické rozloZitelnosti organic-

kych latek ve vodnim prostiedi — Metoda stanoveni uvolnéného oxidu uhligitého. "
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U této zkousky dochézi k méteni biogenné vyvinutého oxidu uhli¢itého, ktery je porovnavan

s teoretickou produkei oxidu uhligitého.’

2.2 Zkousky potencialni biologické rozlozitelnosti

CSN EN ISO 9887 - Jakost vod — Hodnoceni aerobni biologické rozloZitelnosti organickych

latek ve vodnim prostiedi — Semikontinualni metoda s aktivovanym kalem (SCAS)."
U zkousky je sledovan DOC za telem stanoveni kone&né biologické degradace.’

Tato metoda je stanovena pro organické latky, které jsou rozpustné v koncentracich pouzitych
dle urenych podminek zkousky a neztraceji se vypénénim. Je urcena pro netékavé latky nebo
latky se zanedbatelnou tenzi par. Ve zvolenych koncentracich pro zkousku nesmi plisobit inhi-

v v . . ’ v : 1 11
bi¢n€ na mikroorganismy a nemohou se vyznamné sorbovat na skle a aktivovaném kalu.

Ma-1i zkouSena latka toxické vlastnosti, musi byt jeji pocateni koncentrace v testu snizena nebo

o v ’ v - Lo 11
muze byt pouZito pfedem adaptované inokulum.

CSN EN ISO 9888 - Jakost vod — Hodnoceni aerobni biologické rozlozitelnosti organickych

latek ve vodnim prostiedi — Staticka zkouska (Zahn-Wellensova metoda). '

Norma popisuje staticky aerobni vodni test s pouzitim standardnich podminek (Zahn-Wellensova
metoda). Specifikuje vyssi koncentrace zkousSené latky a aktivovaného kalu. U stanoveni

se porovnava hodnota DOC na za&atku zkousky a na jejim konci.”

Je pouzitelnd pro organické latky, které jsou rozpustné ve vodé, dle zvolenych koncentracich
v souladu se zkouSkou, neztraceji se vypénénim a musi splnit podminky netékavosti nebo mit
pouze zanedbatelnou tenzi par. Latky nesmi pisobit inhibicné na mikroorganismy

, . oy 12
ve stanovenych koncentracich pro zkousku.

2.3 Simula¢ni zkouSky

CSN EN ISO 11733 - Jakost vod — Hodnoceni odstranitelnosti a biologické rozlozitelnosti orga-

nickych latek ve vodnim prostiedi — Simulaéni zkouska s aktivovanym kalem. "
Metoda zavisi na méfeni DOC nebo CHSK.”

ZkuSebni podminky, které jsou popsany v této normé, simuluji podminky pti biologickém cisténi
odpadnich vod. Pro stanoveni 1ze pouzit dva systémy, a to model aktivace nebo model v porézni
nadobé. Zkouska je volitelné proveditelnd za podminek nitrifikace i denitrifikace a jako sprazené

zatizeni.'
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Metoda je za stanovenych podminek pouzitelna pro organické latky, které jsou rozpustné
ve vodé v koncentracich v souladu s podminkami zkouSky a dostatecné¢ dispergovatelné, aby
bylo umoznéno stanoveni DOC. Musi spliovat netékavost nebo pouze zanedbatelnou tenzi par.

’ ’ ;s o ISR T I . . 1
Ve zvolenych koncentracich nesmi pasobit inhibi¢ng na mikroorganismy. '

2.4 Dalsi zkouSky

CSN EN ISO 10708 - Hodnoceni uplné aerobni biologické rozlozitelnosti organickych latek
ve vodnim prostfedi — Metoda dvoufazového stanoveni biochemické spotieby kysliku

(v uzavienych lahvigkach).'

Normovand metoda je zaloZena na dvoufazovém stanoveni biochemické spotteby kysliku
y ’ s\ 14 r v ’ v ’ 7 v s ’
v uzavienych lahvi¢kach. * Jedna se o uzavieny zkuSebni systém s dostatecnym obsahem kysliku

v hornim prostoru lahvicek.’
Zkouska je zalozena na sledovani BSK v porovnani s TSK nebo CHSK.’

Metodu Ize zvolit pro organické latky, které jsou rozpustné ve vod¢, neabsorbuji se na kyslikové
elektrodé a pro latky neptisobici inhibi¢né na mikroorganismy inokula ve stanovenych koncent-

racich v souladu se zkougkou.'*

CSN EN ISO 11734 - Jakost vod — Hodnoceni tplné anaerobni biologické rozloZitelnosti orga-

nickych latek kalem z anaerobni stabilizace — Metoda stanoveni produkce bioplynu.'

Screeningova metoda je zaloZena na stanoveni produkce bioplynu (CH4 a CO;) a anorganického

uhliku, kde je m&fen tlak nebo objem.’

Pfi metodé se pracuje s nizkou koncentraci kalu a pomérné€ vysokou koncentraci zkousené latky,
proto podminky zkousky, které jsou popsany v normé nemusi odpovidat optimalnim podminkam

pro dosazeni uplného biologického rozkladu. 15

Stanoveni je pouZzitelné pro organické latky se zndmym obsahem uhliku, které jsou rozpustné
imalo rozpustné ve vodé. Latky nesmi plsobit inhibi¢n€ na mikroorganismy v koncentracich

y v 15
stanovené zkouskou.

CSN EN ISO 14593 - Jakost vod — Hodnoceni tipIné aerobni biologické rozlozitelnosti organic-
kych latek ve vodnim prostfedi — Metoda stanoveni anorganického uhliku v tésné uzavienych

lahvickéch. '
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Zkouska je zalozena na méteni biogenné vyvinutého oxidu uhli¢itého po okyseleni v plynné fazi
nebo alkalizaci ve forme rozpusténého anorganického uhliku (DIC) ve srovnani s hodnotou teo-

retického oxidu uhli¢itého.’

Metoda je pouzitelnd pro organické latky, které jsou tékavé, rozpustné nebo malo rozpustné
ve vod¢ dle podminek zkouSky. Latky nesmi plsobit inhibicné na mikroorganismy

’ ’ v 1
v koncentracich stanovenych zkougkou.'
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3 CESKA STATNi NORMA ISO 10707

Ceska statni norma ISO 10707 se zabyva hodnocenim tplné aerobni biologické rozloZitelnosti
organickych latek ve vodnim prostfedi. Metoda spociva ve stanoveni biochemické spotieby kys-

liku v uzavienych lahvickach.'”

Metoda je vyuzitelnd pro vSechny organické latky, které jsou ve vodé dostatecné rozpustné tak,
aby se mohl pfipravit dokonale homogenni zasobni roztok. Lze ji vyuzit i pro latky méné roz-
pustné, u kterych je nutné pouzit zvlastni zpiisob davkovani,'” ktery je popsan v CSN EN ISO
10634 - Jakost vod — Pokyny pro piipravu a zpracovani ve vodé t€zko rozpustnych organickych
latek pro nasledujici hodnoceni jejich biologické rozloZitelnosti ve vodnim prostfedi. Norma
stanovuje pokyny pro piipravu a zpracovani tézko rozpustnych organickych latek ve vodnim
prostiedi s naslednym hodnocenim jejich biologické rozlozitelnosti. Obsahuje Ctyii podrobné
postupy pro piipravu malo rozpustnych organickych latek a jejich zavedeni do zkuSebni nadoby
s vhodnym médiem k nasledujici zkouSce biologické rozlozitelnosti ve vodnim prostiedi dle ur-

&itych metod.'®
3.1 Biologicka spotieba kysliku

Jak jiz bylo uvedeno v kap. 1 biologicky rozklad lze definovat jako odstranovani organickych
latek biologickymi pochody. "Aerobni mikroorganismy vyuzivaji organickych latek jako zdroj
energie (pfi tzv. disimilaci) a pro syntézu zasobnich latek a novych bunék (asimilace). Substrat
je tedy z Casti oxidovan na oxid uhliCity a vodu a zbytek je pfeveden na zasobni latky a tvorbu
nové biomasy"' Priibh biologického rozkladu za aerobnich podminek, lze vyjadtit nasledujicim
zjednoduSenym reakénim schématem.
Substrat + O: % CO:z + H20 + nova biomasa (cit.1) (1)
Biologickou spotiebu kysliku, zna¢ime zkratkou BSK a definujeme ji jako hmotnostni koncent-
raci rozpusténého kysliku, ktery je spotfebovan za stanovenych podminek a v aerobnim prostiedi
biologickou oxidaci organickych latek ve vodé.” V nasledujici chemické rovnici je znazornéna
oxidace organickych latek (oxidace exogenniho substratu).
1 1 1 _
CxHyOz + (x + 2y~ EZ) 0, - xCO, + >y H,0 (cit.!) (2)
Po Uplném biologickém rozkladu organickych sloucenin, zbyva urcité procento tzv. zbytkovych

latek. Tyto latky jsou za danych podminek biochemicky rezistentni.' "Jsou produktem biologic-
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r v 7 v r . v1, s e ’ . rnl
kého rozkladu a c¢ast téchto latek se uvoliuje z bunék inokula jejich autolyzou a autooxidaci.”
Autooxidace bunécného materidlu je zndzornéna nize v chemické rovnici. Kde (CsH7NO,) zna-
zoriiuje obecny vzorec biomasy, sestaveny ve vzajemném poméru z nejdulezitéjsich prvka tvoti-

cich biomasu aktivniho kalu.'

n (CsHsNO2) + 5n 02 - COz + 2n H20 + n NH3 (cit.) 3)

3.2 Podstata zkouSky

"Roztok zkouSené organické latky jako jediny zdroj organického uhliku a energie v mineralnim
£ v . . v ’ v ’ rv 7 . . o nl :
médiu se o¢kuje relativné malym mnoZstvim smidené kultury mikroorganismi."'” Ty jsou ne-

zbytné pro biochemickou oxidaci organickych latek.”

Ptipravenym roztokem se plni sklenéné lahvicky se zatkou s absolutni té€snosti tak, aby pfti jejich
uzavieni nevznikla uvnitt Zddna vzduchova bublina. Bakterie maji k dispozici pouze zdroj kysli-

ku, ktery je obsazeny v kyslikem nasycené vodg.”

Pro zamezeni nezadouci fotosyntetické asimilace eventudlné pritomnych tas, jejiz produkce kys-
liku by mohla sniZit hodnotu BSK, se vzorky vody inkubuji ve tmé pti konstantni teplot& 25 °C.*

Biologicky rozklad je sledovan 28 dnii stanovenim rozpusténého kysliku.'”

3.3 Priprava inokula
U této normované zkousky je pouzivano inokulum bez kalovych vlocek, které 1ze ziskat:

-z odtokt z Cistiren méstskych nebo splaskovych vod,
-z povrchovych vod,
-z laboratornich modelt pracujicich ptfevazné se splaskovymi odpadnimi vodami,

o ey o, o 17
- pouzity mohou byt i smési riznych zdroji.

Vzorek inokula je pfed zkouskou odebirdn vzdy cCerstvy a behem transportu do laboratote
se udrzuje v aerobnich podminkach. Suspendované latky z odebraného vzorku se snadno odstra-

ni jednohodinovym usazovanim nebo filtraci hrubym papirovym filtrem."’

Na zao¢kovani média je doporucovan objem inokula, ktery se pohybuje od 1 kapky (pfiblizné
0,05 ml) az do 5 ml na jeden litr média.'” Volba vhodného objemu zavisi na charakteru mikroor-
ganismtll, které musi vykazovat dostatecnou aktivitu k biologickému rozkladu; rozkladaji
tzv. srovnavaci slouc¢eninu v dostatecné mitre. Obsah aktivnich bun€k v 1 ml zvoleného inokula

by mé&l byt v rozsahu 10° — 10°."
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3.4 Platnost zkouSky

Rozdil koncentrace kysliku u slepého stanoveni na zacatku a po 28 dnech, nemtize presdhnout
hodnotu 1,5 mg/l. Vyssi hodnota vysledku vyzaduje kontrolu pouzitého inokula a celkového
postupu. Inokulum se pred metodou mtize upravit provzdusiovanim po dobu 1 dne. Snizi se tak
rozdil hodnot slepého stanoveni na zacatku zkousky a po 28 dnech. U platné zkousky nemuize
nikdy nastat, aby zbytkova koncentrace rozpusténého kysliku v BSK lahvickach byla nizsi nez

0,5 mg/L."

Zkousku povazujeme za platnou, kdyZ jsou na jejim konci u dvou soub€znych stanoveni mezni
rozdily hodnot mensi nez 20 %. Jestlize u jednoho ze tii stanoveni nastane mezni rozdil vice jak
20 %, je vyrazeno ze souboru. Po 14 dnech inkubace, musime zaznamenat 60 % biologického

I ’ v : 1
rozkladu u srovnavaci slougeniny. '’

Pokud po 14 dnech inkubace u zkouSky mezi zkousenou a srovnavaci slou¢eninou zaznamename
pouze 25 a mén¢ % biologického rozkladu v TSK, resp. CHSK;, znamena to, ze sloucenina mii-

e pusobit inhibi¢n&. Zkouska se opakuje s niz§i volbou po&atedni koncentrace téze latky."’

Vysledek nizkého procenta biologického rozkladu zkousené latky jesté neznamena, ze latka bude

biologicky stabilni, a proto je nezbytné latku dale testovat.'’
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4 CILE PRACE

Cilem této bakalatské prace je optimalizovat metodu stanoveni biologické rozlozitelnosti orga-
nickych latek ve vodném prostiedi metodou popsanou v CSN ISO 10707. Zvoleny postup né-
sledn¢ otestovat na redlném vzorku detergentu s nizkym obsahem organickych dusikatych povr-

chové aktivnich latek polymerniho charakteru.

Z udaji uvedenych v normé vyplyva nutnost ur¢it optimalni koncentraci ddvkovani testovaného
vzorku pro stanoveni jeho biologického rozkladu a zvolit vhodny objem vybraného inokula pro

zaoCkovani fedici vody.
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II. PRAKTICKA CAST
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5 STANOVENI BSK

5.1 Chemikalie, roztoky a jejich priprava
Voda

Voda nesmi obsahovat inhibujici koncentrace toxickych latek a obsazeny DOC mize byt de-
tekovan pouze pod 10 % pocateéni koncentrace DOC zkougené latky.!” Pro viechny zavedené
testy byla pouzita destilovand voda, ktera se vzdy pied pouzitim provzdusSnovala ptiblizné
24 hodin, tak aby bylo dosazeno maximdlniho nasyceni kyslikem. Tato voda byla pouZzita pro

ptipravu veskerych roztok a fedéni.

Mineralni médium

K ptipravé mineralniho média, byly pfipraveny 4 roztoky o ndsledujicim sloZeni.
Roztok 1

Prvni roztok (fosfore¢nanovy tlumivy roztok s obsahem fosforu: 9,7 mg/ml) byl ptipraven roz-
pusténim 8,5 g bezvodého dihydrogenfosforecnanu draselného (KH,PO,); 21,75 g bezvodého
hydrogenfosforecnanu draselného (K,HPO,); 44,7 g dihydratu dihydrogenfosfore¢nanu sodné¢ho
(NaH,PO4-2H,0) a 1,7 g chloridu amonného (NH4ClI) v ptiblizn¢ 200 ml destilované vody. Po

rozpusténi viech ptitomnych latek, byl roztok doplnén destilovanou vodou do 1000 ml."’

Hodnota pH pfipraveného roztoku 1 byla 7,4.
Roztok 2

Roztok dva se pfipravil z 22,5 g heptahydratu siranu hofe¢natého (MgSO,4:-7H,0), ktery byl roz-

pustén v ptiblizng 200 ml destilované vody, a poté destilovanou vodou doplnén do 1000 ml."”

Roztok 3

Pti ptipravé roztoku tfi bylo navazeno 27,5 g bezvodého chloridu vapenatého (CaCly), ktery
se rozpustil v piiblizné 200 ml destilované vody. Roztok byl doplnén destilovanou vodou

do 1000 mL"
Roztok 4

Ctvrty roztok byl pFipraven rozpusténim 0,25 g hexahydratu chloridu Zelezitého (FeCly-6H,0)
v priblizné 200 ml destilované vody. Po jeho rozpusténi, byl roztok doplnén destilovanou vodou

do 1000 ml."”
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K ptipravé 1 litru minerdlniho média bylo pouzito po Iml roztokli 1 az 4, které se ptidaly
do objemu destilované vody (ptiblizn¢ 500 ml). Smés byla promichdna a doplnéna destilovanou

vodou do 1000 ml a znovu diikladné promichana.'’
N-allylthiomocovina (ATM)

ATM byla pouzita od vyrobce Sigma-Aldrich. Zasobni roztok o objemu 50 ml se ptipravil roz-

pusténim 0,05 g ATM v destilované vodé¢, jehoz koncentrace €inila 1 g/I1.
Kontrolni slou¢enina

Byla zvolena smés bezvodé D-glukdzy (C¢H206) 0od dodavatele Ing. Petra LukeSe z Uherského
Brodu a kyseliny glutamové (CsH9NO4) od vyrobce Spolchemie. Zasobni roztok kontrolni slou-
ceniny byl pfipraven o objemu 200 ml. V menSim objemu destilované vody (pfiblizn€ 100 ml)
se rozpustilo 30 mg D-glukdzy a 30 mg kyseliny glutamové. Destilovanou vodou byl roztok do-

pInén do objemu 200 ml. Koncentrace zasobniho roztoku pro kontrolni slou¢eninu byla 0,3 g/1.
ZkouSena latka

Byl pouzit detergent obsahujici jako tenzidovou slozku nizkomolekuldrni polyamid dale barviva
a parfém. ZkouSena latka o hmotnosti 0,4 g byla vpravena do odmérné banky a doplnéna destilo-
vanou vodou do 200 ml. Mira fedéni vzorku se zvolila podle popsaného postupu v Ceské statni

norm¢ ISO 10707. Zasobni roztok zkousené latky byl piipraven o koncentraci 2 g/I1.

5.2 Biologicky material
Inokulum

Na zaockovani fedici vody u jednotlivych testli byla pouzita povrchova voda, odtokova voda
a méstské splaskova voda v koncentraci 5 ml/l. Vzorky byly vzdy cerstvé odebrané. Pro jejich
upravu se zvolila sedimentac¢ni metoda, kde doslo k usazeni kalovych vlocek a necistot na dné

odbérovych lahvi.
Odbérova mista

Odbéry inokul byly provedeny v Cistirné odpadnich vod, Zlin — Malenovice a z feky Dfevnice,
Zlin. Vzorky se odebraly do sterilnich sklenénych lahvi a béhem transportu do laboratofe

se udrzovaly v aerobnich podminkéch.
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Cistirnalod
% vodMalen

Obrazek 1: Mapa odb&rového mista 1. Cistirna odpadnich vod Zlin — Male-

novice."”

Obrazek 2: Odbérové misto pro
odtokovou vodu z Cistirny odpad-
nich vod Zlin — Malenovice. (Sip-
ka na obrazku 2 znazorfiuje smer

toku vody.)

Obrazek 3: Odbérové misto pro

méstskou splaskovou vodu
z Cistirny odpadnich vod Zlin —
Malenovice. (Sipka na obrazku 3

znazoriiuje smér toku vody.)
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Obrazek 4: Mapa odbérového mista 2. Bieh feky Dfev- ~ Obrazek 5: Odbérové misto

nice, Zlin.* pro povrchovou vodu z feky
Dievnice, Zlin. (Sipka na ob-
razku 5 znazoriuje smér toku
vody.)
5.3 Pristroje a pomiicky
Ptistroje:

Byl pouZit komorovy termostat, pro udrZeni stalé teploty vzorka ve sklenénych lahvickach pti
inkubaci. Stanoveni rozpuSténého kysliku, se méfilo na zafizeni oximetru OXIS539 od firmy

WTW.
Pomiicky:

Pouzily se kyslikovky (dle Winklera) dale jen sklenéné lahvicky se zatkou s absolutni tésnosti.
U ptipravy média se pracuje s velkymi objemy kapalin, a tak byly zvoleny vhodné odmérné baii-
ky o objemu 2 litry. Pro jednotlivé navazky chemikalii byly vyuZivany analytické vahy znacky

Kern.

Dale se pak pracovalo s béZnymi laboratornimi pomtickami ve vybavené laboratofi.

5.4 Postup zkouSky

Priprava inokul

Inokula byla pouzita bez kalovych vlocek a necistot. Bylo napipetovano 3x po 10 ml upraveného

vzorku inokula do tfech odmérnych ban€k o objemu 2 1 s fedici ockovanou vodou, kterd byla
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pfedem provzdusnéna kyslikem. Redici ockovand voda se pfipravila s vyslednou koncentraci

5 ml/l
Priprava roztoku zkouSené latky

Pripraveny zasobni roztok zkouSené latky o koncentraci 2 g/l se ddvkoval po 2 ml do 2 I fedici
ockované vody, tak aby jeho vysledna koncentrace ¢inila 2 mg/l. Po pribéznych testech byla tato
koncentrace v poslednim testovani zvysena dle hodnoty CHSK na 5 mg/l. Zde byl zadsobni roztok
zkousSené latky naddvkovan po 12,6 ml do 2 1 fedici ockované vody. Do takto ptipravenych roz-
tok o objemech 2 1 bylo nadavkovano po 4 ml ATM ze zasobniho roztoku, pro zabranéni neza-

douci nitrifikace. Vysledna naddvkovana koncentrace ATM v roztoku Cinila 2 mg/I.
Priprava roztoku slepého stanoveni

Roztok slepého stanoveni byl ptfipraven z fedici oCkované vody o objemu 2 1, do kterého
se ptidaly 4 ml ATM ze zasobniho roztoku. Vysledna nadavkovana koncentrace ATM v roztoku

byla 2 mg/Il.
Priprava roztoku kontrolni slouc¢eniny

Ptipravil se zasobni roztok kontrolni slouceniny, ktery obsahoval smés glukozy a kyseliny glu-
tamové o koncentraci 0,3 g/l. Z tohoto zasobniho roztoku bylo nadavkovano 40 ml do 2 I fedici
ockované vody s vyslednou koncentraci kontrolni slou¢eniny 6 mg/l. Po prabéznych testech
se tato koncentrace v poslednim testovani snizila dle hodnoty CHSK na 5 mg/l. Zde byl zasobni
roztok kontrolni slou¢eniny nadavkovan po 30,6 ml do 2 | fedici ockované vody. Do takto pfi-
pravenych roztokli o objemech 2 1 bylo ptidano po 4 ml ATM ze z4sobniho roztoku, pro zabra-

néni nezddouci nitrifikace. Vyslednd nadavkovand koncentrace ATM v roztoku ¢inila 2 mg/1.
Priprava BSK lahvicek

Pro realizaci biodegradacniho testu bylo pfipraveno celkem 24 sklenénych lahvic¢ek se zatkou
s absolutni tésnosti. Kde bylo rozdéleno 8 lahvicek pro zkousenou latku, 8 lahvicek pro kontrolni
slouceninu a 8§ lahvicek pro slepé stanoveni. Pfipravené roztoky byly postupné nality do lahvicek
a uzavieny tak, aby vevnitf neobsahovaly Zadné vzduchové bubliny. Jesté pied inkubaci

se lahvicky otoc€ily dnem vzhiiru a jejich uzavéry byly ponofeny pod vodu (Obrazek 6).
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Obrazek 6: Naplnéné sklenéné lahvicky — kyslikovky (dle

Winklera), oto¢eny dnem vzhtiru a pfipraveny k inkubaci.

Provedeni zkousky

Pomoci kyslikové sondy se stanovila po¢ate¢ni koncentrace rozpusSténého kysliku pro zkouSenou
latku, kontrolni slouc¢eninu a slepé stanoveni v nulty den (tzn. v den zavedeni zkousky). Testy
probihaly ve zdvojeném méteni spotieby kysliku po 7, 14, 21 a 28 dnech, kdy zkouska kon¢i.
Inkubovalo se ve tmé pti teploté 25 °C.

5.5 Vypocet biologického rozkladu

Biologicka spotieba kysliku kontrolni slouceniny (smési) a redlného vzorku (déle jen zkouSené-
ho vzorku) byla vyjadiena tak, ze se vypocitala spotteba kysliku v kazdém casovém intervalu
odectenim priimérné hodnoty koncentrace kysliku slepého pokusu ze dvou stanoveni od prameér-
né spotieby kysliku zkouSeného vzorku, a to pro kazdou lahvicku. Tato hodnota spotieby byla
vydélena koncentraci zkouSeného vzorku. Ziskand hodnota specifické BSK je udavana v jednot-

kach mg spotiebovaného kysliku na mg zkouseného vzorku.'’

Procento biologického rozkladu je vyjadieno délenim hodnoty specifické BSK hodnotou speci-
fické TSK. Hodnota TSK zkouseného vzorku nemohla byt vypoctena z divodu nezndmého slo-

7eni zkouseného vzorku, a tak byla nahrazena v laboratofi stanovenou hodnotou CHSKc;."”

Vypocet procentudlni hodnoty biologického rozkladu je vyjadien nasledujici rovnici.
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(Cv - Cv,t) - (Cs - Cs,t)

D, = cit.? )
t TSKNH3 * Cyg ( )

Kde

Dy je procento biologického rozkladu zkouseného vzorku v ¢ase t [%];

Cy koncentrace rozpusténého kysliku ve sklenénych lahvickach zkouseného vzorku
v Case nula [mg/l];

Cut prumérna koncentrace rozpusténé¢ho kysliku ve sklenénych lahvickach zkouseného
vzorku v Case t [mg/1];

Cs koncentrace rozpusténého kysliku ve sklenénych lahvickach slepého stanoveni
v Case nula [mg/1];

Cs.t prumérna koncentrace rozpusténého kysliku ve sklenénych lahvickach slepého sta-
noveni v ¢ase t [mg/1];

TSKnms teoreticka spotieba kysliku bez nitrifikace [mg/mg], jestli-ze hodnota nemutize byt
stanovena, nahradi se hodnotou CHSK¢, [mg/mg];

Cyz koncentrace zkousené¢ho vzorku ve sklenénych lahvickach [mg/l].17

Soucasné byla vypocitana i1 procentualni hodnota biologické rozlozitelnosti kontrolni slouceniny

ze soubézné zkousky. Zde se do vzorce dosadila vypocitana hodnota TSK bez nitrifikace.

Vypocet TSK bez nitrifikace je dan rovnici:

16-[2C+%(H—Cl—3N)+35+%P+%Na—0] (5)
TSKnn, = (citl?)
Mr
Kde
TSKnms je teoreticka spotieba kysliku bez nitrifikace [mg/mg];
Mr relativni molekulova hmotnost kontrolni slouceniny;

C,H,CLN,S,P,Na, O relativni molekulové hmotnosti prvkl zastoupenych v kontrolni

slouceniné.
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"Vzorec plati za nasledujicich predpokladii: H se uvoliuje jako H,O, C jako CO,, P jako P,Os,
Na jako Na,0, Cl jako HCl a N jako NH;.""”

TSK se vyjadiuje v jednotkach mg kysliku, ktery byl spotiebovan na 1 mg zkousené latky."’

Procenta biologickych rozklada se podle stanoveni normy CSN ISO 10707 zaokrouhlila na cela

vr 1
Sisla.!’
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6 MIKROBIALNI TESTY

U odebranych inokul byly stanoveny pocty psychrotrofnich bakterii v jednotkach KTJ/ml (kolo-
nii tvotici jednotka na mililitr vzorku). Kultivace prob&hla na zivném agaru R2A.

6.1 Postup testu

Priprava Zivného agaru (R2A)

Na piipravu R2A agaru se pouzila jiz hotova predptipravend smés M962 — 500G od vyrobce

HiMedia o nésledujicim sloZeni:

- Enzymaticky hydrolyzat kaseinu 0,0625 g
- Masovy pepton 0,0625 g
- Hydrolyzat kaseinové kyseliny 0,1250 g
- Kvasni¢ny extrakt 0,1250 g
- Glukéza (C¢H1206) 0,1250 g
- Skrob (CsH;0Os), 0,1250 g
- Hydrogenfosforec¢nan draselny (K,;HPOy) 0,0075 g
- Siran hotecnaty heptahydrat (MgSO4-7H,0) 0,1250 g
- Pyrohroznan sodny (CsH3NaOs) 0,0075 g
- Agar 3,7500 g

Navazka 4,5 g smési M62 - 500 G byla rozpusténa v 250 ml destilované vody. Smés se nechala
sterilizovat v autoklavu pii teploté 120 °C po dobu 15 minut. Po zchladnuti na laboratorni teplo-

tu, byl agar rozlit do Petriho misek a vysusSen.
Priprava fyziologického roztoku

Navazka 0,86 g chloridu sodného (NaCl) byla rozpuSténa ve 100 ml destilované vody

a sterilizovana v autoklavu pfi teploté 120 °C po dobu 15 minut.
Pouzité vzorky
Test ¢ 1 - odbér 19.3.2018

- Odtokové voda, Cistirna odpadnich vod, Zlin — Malenovice.

- Méstska splaskova voda, Cistirna odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
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Test ¢. 2 - odbér 3.7.2018
- Odtokova voda, Cistirna odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
- Povrchova voda, feka Drevnice, Zlin.

Test ¢ 3 - odbér 8.3.2019
- Odtokova voda, Cistirna odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
- Povrchova voda, feka Drevnice, Zlin.

Oc¢kovani vzorki

Vzorky inokul byly pfed ockovanim zifedény fyziologickym roztokem a nasledné¢ naockovany

na ptipravené Petriho misky s R2A agarem.
Inkubace

Petriho misky s naoCkovanymi vzorky byly vlozeny dnem vzhiiru do termostatu. Inkubace pro-

behla pii teploté 25 °C po dobu 7 dnti.

6.1.1 Testé. 1

Stanoveni 1
Inokulum: odtokova voda z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.

Odbér: 19.3.2018

Vzorek byl nafedén a naockovan po 0,1 ml do Petriho misek na ptipraveny R2A agar v fedéni
102, 10™ a 10™ ve zdvojeném stanoveni. Vzorky zfedéného inokula naotkovanych na Zivnou
pudu se nechaly inkubovat. Primérny pocet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii

po inkubaci byl spocten na vhodném fedéni vzorku 107,

Stanoveni 2

Inokulum: méstska splaskova voda z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
Odbér: 19.3.2018

Vzorek byl nafedén a naockovan po 0,1 ml do Petriho misek na pfipraveny R2A agar v fedéni
107, 10° a 107 ve zdvojeném stanoveni. Vzorky zfedéného inokula naokovanych na Zivnou
pudu se nechaly inkubovat. Primérny pocet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii

po inkubaci byl spoéten na vhodném fedéni vzorku 107,
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6.1.2 Testé.2

Stanoveni 3
Inokulum: odtokova voda z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
Odbeér: 3.7.2018

Vzorek byl nafedén a naockovan po 0,1 ml do Petriho misek na ptipraveny R2A agar v fedéni
102, 10™ a 10™ ve zdvojeném stanoveni. Vzorky zfedéného inokula naotkovanych na Zivnou
pudu se nechaly inkubovat. Primérny pocet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii

po inkubaci byl spoéten na vhodném fedéni vzorku 107
Stanoveni 4

Inokulum: povrchova voda z feky Dievnice, Zlin.
Odbér: 3.7.2018

Vzorek byl nafedén a naockovan po 0,1 ml do Petriho misek na pfipraveny R2A agar v fedéni
102, 10™ a 10™ ve zdvojeném stanoveni. Vzorky zfedéného inokula naotkovanych na Zivnou
pudu se nechaly inkubovat. Primérny pocet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii

po inkubaci byl spo&ten na vhodném fed&ni vzorku 10™.

6.1.3 Testé.3

Stanoveni 5
Inokulum: odtokova voda z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
Odbér: 8.3.2019

Vzorek byl nafedén a naockovan po 0,1 ml do Petriho misek na ptfipraveny R2A agar v fedéni
102, 10° a 10™* ve zdvojeném stanoveni. Vzorky ziedéného inokula naotkovanych na Zivnou
pudu se nechaly inkubovat. Primérny pocet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii

po inkubaci byl spocten na vhodném fedéni vzorku 107
Stanoveni 6

Inokulum: povrchova voda z feky Dievnice, Zlin.
Odbeér: 8.3.2019

Vzorek byl nafedén a naockovan po 0,1 ml do Petriho misek na pfipraveny R2A agar v fedéni
107, 10* a 10” ve zdvojeném stanoveni. Vzorky zfedéného inokula naokovanych na Zivnou
pudu se nechaly inkubovat. Primérny pocet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii

po inkubaci byl spoéten na vhodném fedéni vzorku 107,
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7 STANOVENI CHSKc,

Pti stanoveni chemické spotteby kysliku je zkousena latka oxidovana za standardnich podminek
mineralizaci s kyselinou sirovou (H,SO4) a dichromanem draselnym (K,Cr,O7) za ptitomnosti
siranu stfibrného (Ag,SO4) a siranu rtutnatého (HgSO,4). U oxidace odolngjSich organickych
latek, pisobi stfibro jako katalyzator. Pomoci rtuti, dochazi ke snizeni ruSivych vlivi, zptisobe-
nych pfitomnosti chloridii. Zméfend absorbance vzniklého trojmocného chromu pfi vinové délce
600 nm je pfepocitana na hodnotu CHSKc,, kterd udava mnozstvi dichromanu spotfebovaného

. . 21
pro oxidaci vzorku.

7.1 Chemikalie, roztoky a jejich priprava

Redici voda

U piipravy potiebnych roztoki, slepého stanoveni, kontrolniho stanoveni a k fedéni zkouSené
latky, byla pouZita destilovana voda.

Oxida¢ni roztok

Roztok byl pfipraven o objemu 500 ml. Do 350 ml fedici vody se vpravilo 5,1080 g dichromanu
draseln¢ho (K,Cr,07), ktery byl pfedem 2 hodiny vysuSen pfi teplot¢ 105 °C. Bylo ptidano
83,5 ml koncentrované kyseliny sirové (H,SO4) a 16,65 g siranu rtutnatého (HgSO,4). Oxidacni

roztok byl dokonale promichan do rozpusténi vSech ptitomnych latek. Nechal se zchladnout

na laboratorni teplotu a poté byl dopInén fedici vodou do objemu 500 ml.*
Katalyzatorovy roztok

Do koncentrované kyseliny sirové (H.SO4) o objemu 1 1 se vpravil siran stiibrny (AgxSO4)
o hmotnosti 10 g. Nadoba s roztokem se peclivé uzaviela a nechala stat dva dny.** Nasledng byl

katalyzatorovy roztok ptipraven k pouziti.
Hydrogenftalan draselny (KHF)

KHF je standardni zasobni roztok o CHSK¢; = 1000 mg/l. Hydrogenftalan draselny byl pted pii-
pravou roztoku vysuSen pii teploté 120 °C do konstantni hmotnosti. Roztok byl pfipraven roz-

pusténim 0,4255 g KHF v malém objemu fedici vody a poté doplnén do objemu 500 ml.*
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7.2 Pristroje a pomiicky

Pristroje

Byl pouzit mineraliza¢ni blok Lovibond RD 125 s kapacitou 24 zkumavek, ktery umoziuje udr-
zet potfebnou konstantni teplotu na 150 °C.

Me¢teni absorbance pii 600 nm probéhlo na fotometru HACH DR/2010.

Pomiicky

Pouzily se zkumavky pro mineralizaci z kyselinovzdorného skla, které jsou odolné vuci tlaku

600 kPa pti 150 °C.

Na davkovani chemikalii a ¢inidel byly pouzity ptislusné pipety k odpovidajicimu objemu dav-

kovani.

Déle se pracovalo s béZnym laboratornim vybavenim.

7.3 Postup zkousky

Priprava vzorki
Slepé stanoveni

Do tfech zkumavek se odpipetovalo po 3 ml katalyzatorového roztoku, 2 ml fedici vody a 1 ml

oxidaéniho roztoku.
Kontrolni stanoveni

Do dalsich tfech zkumavek bylo odpipetovano po 3 ml katalyzatorového roztoku, 1 ml fedici

vody, 1 ml oxidaéniho roztoku a 1 ml hydrogenftalanu draselného.
ZkouSena latka

V odmérné batice o objemu 200 ml byl pfipraven zasobni roztok zkouSené latky o koncentraci
2,526 g/1. Davkovani probehlo v fedéni 1:1, kde se do tfech zkumavek odpipetovalo po 1 ml za-
sobniho roztoku zkouSené latky a 1 ml fedici vody. Do kazd¢é zkumavky bylo ptfidano 1 ml oxi-

daéniho roztoku a 3 ml katalyzatorového roztoku.
Priprava k mineralizaci

Ptiprava zkouSené latky, slepého stanoveni a kontrolniho stanoveni prob¢hla ve tfech soubé&z-
nych testech. U zkumavek bylo dbano na Cistotu zavitii, tak aby nebyly pottisnény chemikaliemi.

Po nasazeni a fadném utazeni uzavéru, se zkumavky oplachly destilovanou vodou a byly uteny
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papirovou utérkou do sucha. Pied vlozenim zkumavek do pfistroje pro mineralizaci, se naposle-

dy promichal jejich obsah.
Mineralizace

Zkumavky byly vlozeny do mineraliza¢niho bloku piedehiatého na 150 °C, kde se mineralizova-
ly po dobu dvou hodin. Po uplynuti stanovené doby byly vytazeny z pfistroje a stale uzaviené
se ponechaly vychladnout na laboratorni teplotu. Béhem chladnuti byl jejich obsah nékolikrat

promichan. Poté probéhlo konecné fotometrické stanoveni.
Fotometrické stanoveni

Pouzity fotometr je schopen méfit absorbanci vzorku pfimo v uzaviené zkumavce, a zkumavky
tak vyuzit jako kyvety. Proto zde nebylo potiteba pielévat roztok do samostatné¢ kyvety. Pied
vloZenim do pfistroje se zkumavky ocistily jemnym hadiikem z vnéjSich stran tak, aby nedoslo
k jejich poskrabani. S pfistrojem se pracovalo podle ptiloZzené¢ho navodu od vyrobce. U vzorkl
byla zméfena jejich hodnota absorbance pti 600 nm. Méfeni probehlo proti €isté destilované vo-

deé.
7.4 Vypocet CHSKc,

Hodnota CHSK¢; byla vypocitanad jako hmotnostni koncentrace kysliku pomoci rovnice regrese,
znazornéné na obrazku 7. Hmotnostni koncentrace kysliku udava ekvivalentni mnozstvi spotie-
bovaného dichromanu draselného pti oxidaci organickych latek ve vzorku.”? Hodnota CHSK ¢,
byla uvedena v jednotkach mg kysliku na litr [mg/1] a pfepocitana na jednotku miligram spotie-

bovaného kysliku O na 1 gram testované latky [mg/g].”!
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A = 0.00041CHSKe, + 0.00127
R? = 0.9999

0 100 200 300 400 500 600 700

CHSKc, [mg/1]

Obrazek 7: Kalibrac¢ni kiivka pro stanoveni CHSK ¢, v rozsahu

0—600 mg/l: 16mm zkumavky.?

Vypocet CHSK¢; z kalibra¢ni kiivky pro stanoveni CHSK¢; v rozsahu 0—600 mg/1 (16mm zku-

mavky je uveden nize.

(Ayz — Ag) — 0,00127 (6)
CHSKe, = 0,00041
Kde
CHSK¢;, je chemicka spotteba kysliku — oxidace dichromanem draselnym [mg/1];
Avyz pramérna hodnota absorbance zkousené latky;

Agr prumérna hodnota absorbance slepého stanoveni.
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8 VYSLEDKOVA CAST

8.1 CHSKc,

Primérnd hodnota absorbance u zkousené latky byla namétena 0,207 a u slepého stanoveni
0,018. Hodnota CHSK¢; zkousené latky — detergentu obsahujiciho nizkomolekularni polyamid,
barviva a parfém byla 362,3 mg/g.

8.2 Mikrobialni testy

8.2.1 Testé. 1
Stanoveni I - pro odtokovou vodu z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
- odbér inokula: 19.3.2018
Pramérny podet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii po inkubaci byl 5,1-10% KTJ/ml.
Stanoveni 2 - pro méstskou splagkovou vodu z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
- odbér inokula: 19.3.2018

Pramérny podet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii po inkubaci byl 1,05-10” KTJ/ml.

Obriazek 8: Narostl¢ kolonie psychrot- Obriazek 9: Narostlé kolonie psychrot-
rofnich bakterii po inkubaci v fedéni rofnich bakterii po inkubaci v fedéni
10~ — odtokova voda z COV Zlin — 10 — méstska splagkova voda z COV
Malenovice (19.3.2018). Zlin — Malenovice (19.3.2018).

8.2.2 Testé.2
Stanoveni 3 - pro odtokovou vodu z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
- odbér inokula: 3.7.2018

Pramérny podet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii po inkubaci byl 4,1-10° KTJ/ml.
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Stanoveni 4 - pro povrchovou vodu z feky Dievnice, Zlin.
- odbér inokula: 3.7.2018

Pramérny podet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii po inkubaci byl 6,2-10% KTJ/ml.

Obrazek 10: Narostlé kolonie psych- Obrazek 11: Narostlé kolonie psych-
rotrofnich bakterii po inkubaci rotrofnich bakterii po inkubaci

v fedéni 10™ — odtokova voda z COV v fed&ni 10~ — povrchové voda z feky
Zlin — Malenovice (3.7.2018). Dtevnice, Zlin (3.7.2018).

8.2.3 Testé. 3
Stanoveni 5 - pro odtokovou vodu z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
- odbér inokula: 8.3.2019
Primérny po&et narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii po inkubaci byl 1,07-10% KTJ/ml.
Stanoveni 6 - pro povrchovou vodu z feky Dievnice, Zlin.
- odbér inokula: 8.3.2019

Primérny pocet narostlych kolonii psychrotrofnich bakterii po inkubaci byl 4,1+ 10* KTJ/ml.
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Obrazek 12: Narostlé kolonie psych- Obrazek 13: Narostlé kolonie psychro-
rotrofnich bakterii po inkubaci trofhich bakterii po inkubaci v fedéni
v fed&ni 10 — odtokova voda z COV 10 — povrchova voda z feky Dfevnice,
Zlin — Malenovice (8.3.2019). Zlin (8.3.2019).
8.3 BSK

Legenda k tabulkam 1 — 14:

c koncentrace latky [mg/1];
¢ O, koncentrace rozpusténého kysliku [mg/1];
@c O, prumerna koncentrace rozpusténého kysliku [mg/1];

Dy procento biologického rozkladu pro kontrolni slou¢eninu a zkouSenou latku v ¢ase t [%].

8.3.1 Test¢. 1 —povrchova voda

Pouzité inokulum: povrchova voda z feky Dievnice, Zlin.
Odbér inokula: 10.11.2017

Koncentrace kontrolni slouc¢eniny: 7,687 mg/1
Koncentrace zkousené latky: 2,035 mg/1

Koncentrace ATM: 2,125 mg/1
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Tabulka 1: Test ¢.1 — naméfené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku v slepém stano-

veni, kontrolni slou¢eniné a zkouSené latce.

Slepé stanoveni Kontrolni slou¢enina Zkousena latka
Den
SBL 7 C Oz Ac 02 L3 C 02 D¢ Oz “w s C 02 Ac 02
Méteni [mg/l] | [mg/] Méteni [og/1] [mg/l] Méteni [meA] | [og/]
0 1 8,11 8,11 1 8,09 8,09 1 8,24 8,24
1 7,74 1 2,51 1 7,90
7 7,88 2,51 7,98
2 8,01 2 2,50 2 8,05
1 7,47 1 1,77 1 7,52
14 7,61 1,78 7,48
2 7,75 2 1,79 2 7,43
1 7,12 1 1,51 1 7,33
21 7,23 1,50 7,30
2 7,34 2 1,49 2 7,26
1 7,10 1 1,19 1 7,30
28 7,21 1,26 7,21
2 7,32 2 1,32 2 7,12

Tabulka 2: Test ¢.1 — procento biolo-
gického rozkladu kontrolni slouceniny a
zkousen¢ latky v jednotlivych dnech.

(primér = smérodatna odchylka)

Kontrolni Zkousena

Den slouc¢enina* latka

Di [%] D¢ [%]

0 0

7 68 £1,27 4+0,08
14 74 £1,65 36 £0,13
21 73 £1,27 9+0,10
28 75 £0,57 18 £0,03

*smés: D-glukdza (¢ = 3,890 mg/1) + kyselina
glutamova (c = 3,797 mg/1)
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8.3.2 Test ¢. 2 —odtokova voda

Pouzité inokulum: odtokova voda z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
Odbér inokula: 19.3.2018
Koncentrace kontrolni slou¢eniny: 6,720 mg/1
Koncentrace zkousené latky: 1,999 mg/1
Koncentrace ATM: 1,881 mg/l
Tabulka 3: Test ¢.2 — naméfené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku v slepém stano-

veni, kontrolni sloucenin¢€ a zkouSené latce.

Slepé stanoveni Kontrolni slou¢enina Zkousena latka
Den
S 2 C 02 ¢ 02 I C Oz Ac 02 “w s C Oz Ac 02
Méteni e e Méteni [og/1] [me] Méfteni Vel | [l
0 1 7,80 7,80 1 7,18 7,18 1 7,20 7,20
1 7,62 1 2,84 1 6,92
7 7,55 2,87 6,93
2 7,48 2 2,89 2 6,94
1 7,53 1 2,73 1 6,83
14 7,50 2,74 6,87
2 7,46 2 2,74 2 6,90
1 7,50 1 2,39 1 6,80
21 7,48 2,35 6,82
2 7,45 2 2,30 2 6,84
1 7,46 1 2,23 1 7,05
28 7,45 2,21 6,73
2 7,44 2 2,19 2 6,40

Tabulka 4: Test ¢.2 — procento biolo-
gického rozkladu kontrolni slou¢eniny a
zkousené latky v jednotlivych dnech.

(primér + smérodatna odchylka)

Kontrolni Zkousena
Den sloucenina*® latka
D¢ [%] D:[%]
0 0
7 59+ 0,01 3+0,80
14 60 + 0,01 4+0,01
21 65+ 0,01 8+0,01
28 67 +0,01 17+0,44

*smés: D-glukdza (¢ = 3,790 mg/1) + kyselina
glutamova (c = 2,930 mg/l)
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8.3.3 Test ¢. 3 — méstska splaskova voda

Pouzité inokulum: méstské splaskova voda z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
Odbér inokula: 19.3.2018
Koncentrace kontrolni slou¢eniny: 6,720 mg/1
Koncentrace zkousené latky: 1,999 mg/1
Koncentrace ATM: 1,881 mg/l
Tabulka 5: Test ¢.3 — naméfené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku v slepém stano-

veni, kontrolni sloucenin¢€ a zkouSené latce.

Slepé stanoveni Kontrolni slou¢enina Zkousena latka
Den
S 2 C 02 ¢ 02 I C Oz Ac 02 “w s C Oz Ac 02
Méteni e e Méteni [og/1] [me] Méfteni Vel | [l
0 1 8,02 8,02 1 8,12 8,12 1 8,17 8,17
1 6,84 1 2,53 1 6,80
7 6,89 2,53 6,85
2 6,93 2 2,53 2 6,90
1 6,77 1 2,24 1 6,62
14 6,79 2,26 6,69
2 6,80 2 2,27 2 6,75
1 6,96 1 1,98 1 6,67
21 6,91 2,10 6,66
2 6,86 2 2,22 2 6,64
1 7,00 1 1,95 1 6,65
28 6,97 1,96 6,64
2 6,94 2 1,96 2 6,63

Tabulka 6: Test ¢.3 — procento biolo-
gického rozkladu kontrolni slou¢eniny a
zkousené latky v jednotlivych dnech.

(primér + smérodatna odchylka)

Kontrolni Zkousena

Den slouc¢enina* latka

Di[%] D:[%]

0 0

7 65+ 0,01 26 £ 0,01
14 67 £ 0,01 35+ 0,06
21 71 £0,01 56 £0,05
28 74 £0,01 66 £ 0,03

*smés: D-glukoza (¢ = 3,790 mg/1) + kyselina
glutamova (c = 2,930 mg/l)
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8.3.4 Test ¢. 4 —odtokova voda

Pouzité inokulum: Odtokova voda z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.
Odbér inokula: 3.7.2018
Koncentrace kontrolni slou¢eniny: 6,353 mg/I
Koncentrace zkousené latky: 2,158 mg/I
Koncentrace ATM: 2,241 mg/1
Tabulka 7: Test ¢.4 — naméfené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku v slepém stano-

veni, kontrolni slouceniné a zkouSené latce.

Slepé stanoveni Kontrolni slou¢enina Zkousena latka
Den
S 2 C 02 ¢ 02 I C Oz Ac 02 “w s C Oz Ac 02
Méteni e e Méteni [og/1] [me] Méfteni Vel | [l
0 1 7,68 7,68 1 7,73 7,73 1 7,76 7,76
1 7,40 1 3,19 1 6,84
7 7,33 3,07 6,96
2 7,26 2 2,95 2 7,08
1 6,88 1 2,33 1 6,75
14 7,03 2,31 6,81
2 7,18 2 2,28 2 6,86
1 7,19 1 2,32 1 6,75
21 7,16 2,25 6,74
2 7,13 2 2,18 2 6,72
1 7,42 1 2,25 1 6,98
28 7,39 2,22 6,95
2 7,36 2 2,19 2 6,91

Tabulka 8: Test ¢.4 — procento biolo-
gického rozkladu kontrolni slou¢eniny a
zkousené latky v jednotlivych dnech.

(primér + smérodatna odchylka)

Kontrolni Zkousena

Den slouc¢enina* latka

Di[%] D:[%]

0 0

7 67 £ 0,01 58 £ 0,06
14 74 £0,02 39+0,12
21 77 £0,01 65 +£0,02
28 81+0,01 67 £0,01

*smés: D-glukoza (¢ = 3,083 mg/l) + kyselina
glutamova (c = 3,270 mg/l)
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8.3.5 Test¢. 5 —povrchova voda

Pouzité inokulum: povrchova voda z feky Dievnice, Zlin.
Odbér inokula: 3.7.2018
Koncentrace kontrolni slou¢eniny: 6,353 mg/I
Koncentrace zkousené latky: 2,158 mg/I
Koncentrace ATM: 2,241 mg/1
Tabulka 9: Test ¢.5 — naméfené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku v slepém stano-

veni, kontrolni slouceniné a zkousené latce.

Slepé stanoveni Kontrolni slou¢enina Zkousena latka
Den
S 2 C 02 ¢ 02 I C Oz Ac 02 “w s C Oz Ac 02
Méteni e e Méteni [og/1] [me] Méfteni Vel | [l
0 1 7,53 7,53 1 7,67 7,67 1 7,53 7,53
1 7,53 1 2,91 1 7,01
7 7,08 2,89 6,98
2 7,18 2 2,87 2 6,95
1 6,98 1 2,68 1 6,73
14 6,88 2,45 6,69
2 6,80 2 2,22 2 6,64
1 6,95 1 2,03 1 6,96
21 7,02 2,02 6,74
2 6,90 2 2,00 2 6,51
1 7,14 1 2,14 1 7,36
28 7,24 2,18 7,29
2 7,18 2 2,22 2 7,21

Tabulka 10: Test ¢.5 — procento biolo-
gického rozkladu kontrolni slou¢eniny a
zkousené latky v jednotlivych dnech.

(primér + smérodatna odchylka)

Kontrolni Zkousena

Den slouc¢enina* latka

Di[%] D:[%]

0 0

7 67 £ 0,01 13+£0,09
14 70 + 0,02 24+ 0,04
21 79 £0,02 37+0,13
28 80 +£0,01 -6+0,03

*smés: D-glukoza (¢ = 3,083 mg/l) + kyselina
glutamova (c = 3,270 mg/l)
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8.3.6 Test ¢. 6 —odtokova voda

Pouzité inokulum: odtokova voda z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice.

Odbér inokula: 8.3.2019

Koncentrace kontrolni slouceniny: 4,889 mg/l (2,25 mg CHSKc/1 D-glukoza + 2,76 mg
CHSK(//I kyselina glutamova)

Koncentrace zkousené latky: 13,898 mg/1 (5,04 mg CHSKc,/1)

Koncentrace ATM: 2,127 mg/1

Tabulka 11: Test .6 — naméfené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku v slepém stano-

veni, kontrolni sloucenin¢€ a zkouSené latce.

Slepé stanoveni Kontrolni slou¢enina Zkousena latka
Den
vy 7 C 02 AOc 02 A C 02 ADc 02 “ s C 02 Dc 02
Méteni el NEme ] Méteni [og/1] [me] Méfteni Vel | [l
0 1 8,22 8,22 1 8,27 8,27 1 8,25 8,25
1 7,73 1 3,95 1 5,65
7 7,76 4,01 5,66
2 7,78 2 4,06 2 5,67
1 7,55 1 3,69 1 4,48
14 7,57 3,71 4,46
2 7,59 2 3,73 2 4,44
1 7,43 1 3,08 1 3,77
21 7,41 3,08 3,79
2 7,39 2 3,07 2 3,80
1 7,11 1 2,59 1 3,33
28 7,10 2,62 3,36
2 7,09 2 2,64 2 3,39
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Tabulka 12: Test ¢.6 — procento biolo-
gického rozkladu kontrolni slou¢eniny a
zkousené latky v jednotlivych dnech.

(pramér + smerodatna odchylka)

Kontrolni Zkousena

Den slouc¢enina* latka

D¢ [%] D, [%]

0 0 0

7 76 £0,01 42 4+ 0,01
14 78 £0,01 62 + 0,01
21 87 +0,01 73 + 0,01
28 90 + 0,01 75+ 0,01

*smes: D-glukoza (¢ = 2,592 mg/l) + kyselina
glutamova (c = 2,297 mg/1)

8.3.7 Test¢. 7 —povrchova voda

Pouzité inokulum: povrchova voda z feky Dievnice, Zlin.

Odbér inokula: 8.3.2019

Koncentrace kontrolni slouceniny: 4,889 mg/l (2,25 mg CHSKc/l D-glukéza + 2,76 mg
CHSKc//1 kyselina glutamova)

Koncentrace zkousené latky: 13,898 mg/1 (5,04 mg CHSKc,/1)

Koncentrace ATM: 2,127 mg/l
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Tabulka 13: Test ¢.7 — namétené hodnoty koncentrace rozpusténého kysliku v slepém stano-

veni, kontrolni slou¢eniné a zkouSené latce.

Slepé stanoveni Kontrolni slou¢enina Zkousena latka
Den
SBL 7 C Oz Ac 02 L3 C 02 D¢ Oz “w s C 02 Ac 02
Méteni [mg/l] | [mg/] Méteni [og/1] [mg/l] Méteni [meA] | [og/]
0 1 8,13 8,13 1 8,24 8,24 1 8,17 8,17
1 7,89 1 4,19 1 5,61
7 7,91 4,15 5,63
2 7,93 2 4,10 2 5,65
1 7,79 1 3,95 1 4,82
14 7,81 3,93 4,81
2 7,82 2 3,90 2 4,80
1 7,58 1 3,20 1 4,43
21 7,56 3,23 4,46
2 7,53 2 3,25 2 4,49
1 7,37 1 2,86 1 4,21
28 7,55 2,88 4,20
2 7,36 2 2,90 2 4,19

Tabulka 14: Test ¢.7 — procento biolo-
gického rozkladu kontrolni slouceniny a
zkousen¢ latky v jednotlivych dnech.

(primér = smérodatna odchylka)

Kontrolni Zkousena

Den slouc¢enina* latka

Di [%] D¢ [%]

0 0

7 77 £0,01 46 + 0,01
14 80 +£0,01 60 £0,01
21 89 £ 0,01 62 £0,01
28 95 +0,03 67 £0,03

*smés: D-glukdza (¢ = 2,592 mg/l) + kyselina
glutamova (c = 2,297 mg/1)
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9 DISKUZE VYSLEDKU

Byla provedena optimalizace postupu stanoveni biologické rozlozitelnosti organickych latek
ve vodném prostiedi dle CSN ISO 10707 - metoda stanoveni biologické spotieby kysliku
v uzavienych lahvickach. Zvoleny postup byl ovéfen pfi stanoveni biologické rozlozitelnosti
testované latky v podobé detergentu, jehoz tenzidovou slozkou byl nizkomolekularni polyamid

dale barviva a parfém.

U vsech provedenych testl na biologické rozlozitelnosti byly zkontrolovany podminky stanove-
né normou, kde ubytek koncentrace kysliku pti slepém stanoveni po 28 dnech neptesahl hodnotu
1,5 mg/l. Zbytkova koncentrace rozpusténého kysliku ve sklenénych lahvickach neklesla pod
0,5 mg/1 a biologicky rozklad kontrolni slouceniny (smés D-glukézy a kyseliny glutamové) do-
sahl 60 % po 14 dnech inkubace. Zkousky timto splnily podminky stanoveni biologické rozloZi-
telnosti dle CSN ISO 10707.

Ptehled vysledki z vypoctenych procent biologickych rozkladi zaznamenanych v tabulkach
(Tabulka 2, 4, 6, 8, 10, 12) byl vyjadien pomoci grafickych zavislosti (Obrazek 14 — 17),
do kterych se vynesly primérné procenta biologickych rozklad pro kontrolni slouceninu

a zkouSenou latku v zavislosti na Case.

Ze vzniklych kiivek je mozné odecCist parametry, které popisuji biologicky rozklad, a to zejména
lag fazi, kterd je charakterizovana jako doba od zacatku inokulace az do dosazeni ptiblizné 10 %
v rozkladu TSK, poptipadé CHSKc; a je udavana ve dnech.'” Nicméng, vzhledem k intervaltim
méfeni udavanych normou, lze zaznamenat az lagovou fazi delsi jak 7 dni. U kontrolni slou¢eni-

ny ani u zkousené latky (detergentu) nebyla zaznamenéna lagova faze delsi jak 7 dni.

Z namétenych biodegradacnich kiivek lze také urcit uroven fdze maximalniho stupné rozkladu,
ktery nastava tehdy, kdy uZ neprobihd dalsi biologicky rozklad latky béhem zkousSky. Doba roz-
kladu definuje usek od konce lag faze do doby dosazeni 90 % rozkladu a je uvadéna ve dnech.'’

Vzhledem k zaméteni bakalarské prace nebyla tato data vyhodnocovéna.

U ptipravy k zaockovani média, byla zvolena tfi inokula, a to povrchové vody, odtokové
a méstské splaskové vody. Inokula byla vybirdna s ohledem na snadnou dostupnost, pokud moz-

no s minimalni proménlivosti a s pfedpokladem dobrého mikrobidlniho oZiveni.
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Norma stanovuje koncentraci inokula od jedné kapky (ptiblizné¢ 0,05 ml) do 5 ml na 1 litr média.
Zvoleni optiméalniho objemu inokula je v norm¢ odkazéno na experimentdlni stanoveni a neni
blize specifikovano. Za vhodny objem je v poznamkach normy oznadovan objem obsahujici 10°
— 10° aktivnich bungk v 1 ml. Z tohoto diivodu byla kvalita vody z pohledu mikrobialniho za-
stoupeni hodnocena pomoci mikrobiologickych testil. Testované inokula obsahovala 10* — 10°
aktivnich bun¢k v 1 ml s vyjimkou inokula méstské splaskové vody odebraného dne 19.3.2018,
které vykazovalo, podle ocekavani, vysoké mikrobialni zastoupeni s vyslednym primérnym po-

Stem 1,05-107 KTJ/ml.

Norma udéava bezpec€nostni opatieni, které obsahuje vystrahu pii manipulaci se splaS8kovou od-
padni vodou, kterd miize obsahovat potencialné patogenni organismy, a proto tato prace
se splaskovou vodou byla vyhodnocena jako nevhodna, i pies dobré vysledky testi biologické

rozlozitelnosti.

Na zéklad¢ mikrobiologickych testl byla tedy pti jednotlivém testovani biologické rozlozitelnos-
ti pouzita koncentrace inokula 5 ml/l. Nasledné biodegradac¢ni testy s kontrolni slouceninou po-
tvrdily vhodnost tohoto davkovani pro vSechny typy navrhovanych inokul, a proto nebyl tento

objem v dal$im testovani zménén.

Vzhledem k realizaci biodegradacnich testii v rtiznych ro¢nich obdobi, dochazelo k ménicim

se hodnotam mikrobialniho zastoupeni ve vodg.

V mikrobialnich testech na primérny pocet kolonii psychrotrofnich bakterii v odtokové vodé
v mésici breznu roku 2018 bylo zastoupeno 5,1-10* KTJ/ml. V tomtéz mésici o rok pozdgji
se pocet kolonii psychrotrofnich bakterii vyrazn& neliil. Bylo zde zjisténo 1,07-10% KTJ/ml.
Testy se stejnym inokulem se zavedly i v mésici ¢ervenci roku 2018, kde byl zaznamenéan vyraz-
ny narist kolonii psychrotrofnich bakterii. Celkovy pramérny podet ¢inil 4,1-10° KTJ/ml. Srov-
nanim testd biologickych rozkladl se stejnou testovaci koncentraci zkousené latky, prokazoval
zminény cervencovy test s vy$§im mikrobidlnim zastoupenim zvySenou aktivitu k biologickému

rozkladu, nez test provedeny v bfeznu 19.3.2018.

Testy byly provedeny i pro inokulum povrchové vody v mésici cervenci roku 2018, kde byl zjis-
tén primérmy podet kolonii psychrotrofnich bakterii 6,2-10* KTJ/ml. V roce 2019 v mésici biez-
nu, byl zaznamenan podet 4,1-10* KTJ/ml. Zde doslo k poklesu mikrobialniho zastoupeni

ve srovnani s cervencovym meésicem roku 2018. Inokulum povrchové vody vykazovalo znacnou
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proménlivost v zavislosti na roénim obdobi, kde vysledky biodegradac¢nich testi prokazovaly

nespolehlivost inokula.

Vysledky mikrobiologickych testti poukazaly na skute¢nost, Ze inokula po zimnim obdobi jsou
mén¢ mikrobidlné ozivend v porovnani s inokuly v letnich mésicich. To mohlo byt zptisobeno

tanim snéhu, nebo odbérem inokula po destivych dnech.

Po vyhodnoceni vSech testi se prokdzalo inokulum odtokové vody jako nejlepsi

a nejspolehlivéjsi volbou z testovacich inokul.
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Obrazek 14: Prubéh biologického rozkladu smési kontrolnich sloucenin

pro testy €. 1 — 5.

Na obr. 14 je zaznamenan pribéh biologického rozkladu smési kontrolnich slou€enin pro testy
¢. 1 -5, kde doslo k mirnému poklesu biologické rozlozitelnosti testované smési u inokula povr-
chové vody odebraného dne 10.11.2017, které bylo jiz vySe vyhodnoceno jako nespolehlivé na

zakladé mikrobialniho testovani.

Jak je patrné z dat prezentovanych v tab. 1, 3,5, 7,9, 11, 13, u testdi €. 1 — 5 biologickych roz-
kladti zkouSené latky dochdzelo béhem zkousek k ,,nartstu koncentrace kysliku, kde hodnota
ovliviiovala biologickou spotiebu kysliku a tim byly zaznamenany poklesy biodegradace (Obra-

zek 15).
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U inokula z povrchové vody feky Dievnice, odebraného 3.7.2018, doslo na konci zkousky do-
konce az k zapornym hodnotam biologického rozkladu. Tento vysledek mize naznaCovat, Ze
se jednd o toxickou latku, ale vzhledem k dob¢ odbéru inokula, panujicim klimatickym podmin-
kam v tomto ro¢nim obdobi a k pouzité velmi nizké testovaci koncentrace redlného vzorku
(2 mg/l), lze ptisuzovat zaporné hodnoty biodegradace spiSe kvalité inokula, které mohlo obsa-
hovat zelené organismy a negativné tak ovlivnit zaockovani média. Vzhledem ke skutecnosti, ze
stejny trend byl zaznamenan 1 u kontrolni slouceniny a slepého stanoveni, mohlo dojit k dalSimu
nezadoucimu ovlivnéni biologického rozkladu v dusledku nedostate¢ného ocisténi sklenénych
lahvicek, ve kterych se mohl tvotit povlak biofilmu a na ném vznikat kolonizace fas, a zptisobit
tak nadmérnou produkei kysliku. K poklesu procentualni hodnoty biologické rozlozitelnosti do-
Slo 1u testu inokula odtokové vody, odebraného dne 3.7.2018 mezi sedmym a ¢trnadctym dnem

zkousky, kde se mohla taktéz projevit horsi kvalita inokula v letnim mésici.
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Obrazek 15: Pribéh biologického rozkladu zkouSené latky pro testy
¢.1-5.

Zkousena organicka latka (detergent) byla nejprve testovana podle obvyklé koncentrace 2 mg/1
jak je doporuceno v norme (Obrazek 15). Koncentrace zkouSené latky je volena tak, aby béhem
zkousky neklesla koncentrace rozpusténého kysliku pod 0,5 mg/l, coz bylo ve vSech testech spl-
néno. Avsak zkousena koncentrace testované latky byla nedostacujici z diivodu zastoupeni nizké

koncentrace uhliku v testované latce (CHSK¢, = 362,3 mg/g.), kterd se projevila nizkym biolo-
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gickym rozkladem a zna¢nou variabilitou ziskanych vysledkl v riznych casovych obdobich, coz

je pti vyhodnocovani biologického rozkladu hodnocené latky nezadouci.

Testy na zkouSenou latku s doporucenou koncentraci 2 mg/l se neosvédcily. Dle normy je déano,
ze pii zkouSeni tézko rozlozitelnych latek a latek s nizkymi hodnotami CHSK ¢, resp. TOC, mtze
byt koncentrace testované latky zvysSena az na 10 mg/l, proto bylo pfistoupeno k navyseni kon-
centrace na 10 mg/l. U téchto testll bylo pracovano s inokulem povrchové vody z feky Dievnice
odebirané v 1ét¢ 2018 (teplota vzduchu pii odbéru 35 °C, dlouhodobé sucho). Data ziskana
v prubéhu méfeni nebyla reprodukovatelna, a povrchova voda tak byla vyhodnocena jako ne-
vhodné pro testy. Zaroven se ukazala 1 nevhodnost davkovani zkouSené latky dle hmotnostni
koncentrace. Tento postup totiz neumoziuje vzajemné srovnani riznych typa zkousenych latek.
Z tohoto dtvodu bylo v poslednim testovani upraveno dévkovani dle hodnoty CHSK a to na
5 mg/l. Na obrazku 16 je znazorné€n optimalni pribéh biologického rozkladu smési kontrolnich
sloucenin pti davkovani 5 mg CHSK/I. Tato zvySena koncentrace zkousené latky byla vyhodno-

cena jako nejvhodné;jsi pro stanoveni jejiho biologického rozkladu (Obrazek 17).
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Obrazek 16: Pribéh biologického rozkladu smési kontrolnich slouc¢enin

protesty ¢. 6 a 7.
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Obrazek 17: Pribéh biologického rozkladu zkousené latky pro testy
¢.6a’.
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ZAVER

Cilem této bakalaiské prace bylo optimalizovat metodu stanoveni biologické rozlozitelnosti or-
ganickych latek ve vodném prostiedi metodou popsanou v CSN ISO 10707 a pomoci zvoleného
postupu vyhodnotit biologicky rozklad vzorku organické latky v podobé¢ detergentu, jehoz tenzi-
dovou slozkou byl nizkomolekularni polyamid déle barviva a parfém. Na zakladé testt byla pro-

vedena vhodna volba inokula a jeho davkovani a také zvolena optimalni koncentrace testované

latky.

K zaoCkovani média, byla navrZena tfi inokula, a to pracovné oznacené jako odtokové (odtokova
voda z COV), povrchové (povrchova voda z feky Dievnice) a méstska splaskova voda. Vzorky
byly mikrobiologicky testovany na zastoupeny pocet kolonii psychrotrofnich bakterii v 1 ml
vzorku. Po vyhodnoceni celkovych testii se prokédzala spolehlivost inokula u odtokové vody,
které bylo odebrano z Cistirny odpadnich vod, Zlin — Malenovice v riiznych ro¢nich obdobich

a vyhodnoceno jako nejlepsi volba z celkovych tti testovanych inokul.

Objem davkovaného inokula k zaockovani média byl zvolen na 5 ml/l. Jedna se o maximalné
moznou pouzitou koncentraci dle postupu zkousky stanovené v normé. Objem byl na zakladé
testovani vyhodnocen jako vhodny a nebyl v dal§im testovani zménén. Ubytek koncentrace kys-

liku pti slepém stanoveni nepiekrocil po 28 dnech hodnotu 1,5 mg/I1.

Také byla zvolena vhodna piiprava a davkovani zkousené latky, ktera byla nejprve testovana
s nizkou koncentraci 2 mg/l, dle doporuceni normy. Zavedené testy s touto koncentraci latky
se neosveédCily, protoze byl zaznamenan nizky a proménlivy biologicky rozklad u realné¢ho vzor-
ku. Pro redlny vzorek byla stanovena hodnota CHSKc;, kterd prokazovala nizky obsah organic-
kych latek. Norma udava, ze pti zkouSeni tézko rozlozitelnych latek a latek s nizkymi hodnotami
CHSKc;, miiZze byt koncentrace testované latky zvySena az na 10 mg testované latky na litr. Pro-
to bylo v ramci jedné série testii upraveno davkovani na tuto hodnotu, avSak ani tato koncentrace
se neosvédcila, proto pfi poslednim testovani bylo upraveno davkovani zkousené latky dle hod-
not CHSK¢; na 5 mg CHSKc, na litr. ZvySend koncentrace latky byla vyhodnocena jako vhodna

pro stanoveni jejiho biologického rozkladu.
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SEZNAM POUZITYCH SYMBOLU A ZKRATEK
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CHSK¢;
TSK
TSKnms
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TOC
KTJ
SCAS

DIC

Biologicka spotieba kysliku

Chemicka spotieba kysliku

Chemicka spotieba kysliku — oxidace dichromanem draselnym
Teoreticka spotieba kysliku

Teoretickd spotieba kysliku bez nitrifikace
Ceska statni norma

Mezinarodni organizace pro normalizaci
Rozpustény organicky uhlik

Koncentrace celkového organického uhliku
Kolonie tvoftici jednotka

Semikontinudlni metoda

Rozpustény anorganicky uhlik
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